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(57) Abstract 

The invention relates to a method for the linker-free covalent coupling of bakteriorhodopsin in purple membrane form. 
(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren zur linkerfreien kovalenten Kopplung von Bakteriorhodopsin in Purpurmembran-Form beschrieben. 
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Linkerfreie kovalente Kopplung von Bakteriorhodopsin in 
Purpurmembran-Form 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die linkerfreie kovalente Kopplung von Bakterio- 
rhodopsin (BR) in membrangebundener Form, insbesondere in Purpur- 
membran-Form. 

Bakteriorhodopsin (BR) ist ein Membranprotein, das z.B. in Halobakterien 
in der Form eines zweidimensionaien, scheibenformigen, wasserunlosli- 
chen Kristalls, der sogenannten Purpurmembran (PM) vorkommt. Die 
Purpurmembran hat eine Dicke von ca. 5 nm. Der Durchmesser der 
Purpurmembran liegt typischerweise im Bereich von 300 nm bis 1000 
nm. 

Die Purpurmembran besteht aus a-helikalen Bakteriorhodopsinmolekulen 
und ca. 10 Lipidmolekulen pro Bakteriorhodopsinmolekul. Das Bakterio- 
rhodopsin ist in die aus den Lipidmolekulen gebildete Lipidmembran fast 
vollstandig eingebettet. Daraus ergibt sich seine ungewohniiche thermo- 
dynamische Stabilitat. 

Bakteriorhodopsin in Purpurmembran-Form wird als photochromes 
Material fur optische Anwendungen technisch genutzt. Weiter ist Bakte- 
riorhodopsin in Purpurmembran-Form als Material mit photoelektrischen 
Eigenschaften von technischer Bedeutung. 

Fur diese technischen Anwendungen ist die kovalente Quervernetzung 
von Purpurmembranen untereinander vorteilhaft. Bei der Verwendung von 
Bakteriorhodopsin in der Photovoltaik werden pro Purpurmembranschicht 
etwa 300 mV erhalten. Durch die Bildung von mehreren Purpurmembran- 
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schichten ubereinander mittels kovalenter Quervernetzung konnen 
Elemente erhaiten werden, die hohere Spannungen liefern. Ein weiterer 
interessanter Aspekt ist die kovaiente Koppiung von Purpurmembranen 
an Oberflachen, Polymere oder kieinere Molekule, z.B. Farbstoffe. 

Ublicherweise versucht man, fur die kovaiente Bindung von Purpurmem- 
branen niedermolekuiare Linkermolekuie, z.B. Glutaraldehyd, einzusetzen. 
Allerdings verlaufen diese Kopplungsreaktionen mit sehr schlechter Aus- 
beute. Der Grund dafur ist, dass nur wenige Aminosauren von Bakterio- 
rhodopsin aufcerhalb der Lipiddoppelschicht der Membran liegen, sterisch 
gehindert sind und nur schwer mit den niedermolekularen Kopplungs- 
reagenzien reagieren. Niedermolekuiare Kopplungsreagenzien haben aber 
noch einen weiteren gravierenden Nachteil. Sie konnen durch den Proto- 
nenkanal bis in das aktive Zentrum von Bakteriorhodopsin vordringen. 
Insbesondere eine Reaktion der Linkermolekuie mit der Bindungsstelle des 
Retinalaldehyds an Lysin-216 (Schiff-Base) fuhrt zu einer irreversiblen 
Schadigung der gewiinschten Funktionen des Proteins. Deshalb sind die 
weit verbreiteten niedermolekularen Kopplungsreagenzien, die mit Amino- 
gruppen reagieren, besonders nachteilig. Weiter mussen die niedermole- 
kularen Linker im Uberschuss zugegeben werden, um wenigstens eine 
einigermaRen akzeptable Ausbeute und Vernetzungsgeschwindigkeit zu 
erzielen. Eine Vielzahl nicht reagierter Molekule bleibt im Material und 
musste nach der Reaktion entfernt werden. Dies ist z.B. bei der Her- 
stellung von optischen Filmen nicht moglich. 

Die Nachteile niedermolekularer Linker sind im Folgenden kurz stichpunkt- 
artig zusammengefasst: 

Wenige Aminosauren von Bakteriorhodopsin sind fur Linker 

zuganglich. 

Linker, die mit funktionellen Aminogruppen reagieren, durfen 
nicht eingesetzt werden. 
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Nicht abreagierte Linker mussen entfernt werden, da sonst 
eine unkontrollierte, zeitlich lang andauernde Nachreaktion 
erfolgen wird, die zu einer stetigen Anderung der Material- 
eigenschaften und fehlender Langzeitstabilitat fuhrt. 

Eine Aufgabe der Erfindung bestand somit darin, ein Verfahren zur 
kovalenten Verknupfung von Bakteriorhodopsin in Membranform, ins- 
besondere zur direkten Quervernetzung von Purpurmembranen, ohne 
Verwendung von niedermolekuiaren Linkern bereitzustellen. Ein weiterer 
Einsatzbereich ist die Koppiung von Bakteriorhodopsin in Membranform 
an Oberflachen, Polymere oder Hilfsstoffe, insbesondere Farbstoffe. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Herstellung von kovalent 
vernetztem Bakteriorhodopsin gelost, welches dadurch gekennzeichnet 
ist, dass Bakteriorhodopsin in membrangebundener Form als Substrat 
einer Transglutaminase, insbesondere einer bakteriellen Transglutaminase 
kovalent quervernetzt wird. 

Unter dem Begriff Bakteriorhodopsin, wie er hierin verwendet wird, wird 
sowohl der Bakteriorhodopsin-Wildtyp (BR-WT) als auch Bakteriorhodop- 
sin-Varianten verstanden. Der Begriff Bakteriorhodopsin-Varianten um- 
fasst sowohl Bakteriorhodopsin-Molekule, die sich von BR-WT durch 
Addition, Substitution, Deletion und/oder Insertion von Aminosauren, 
insbesondere von mindestens einer, besonders bevorzugt von mindestens 
zwei, am meisten bevorzugt von mindestens drei, und bis zu 50, bevor- 
zugt bis zu 20, und besonders bevorzugt bis zu 10 Aminosauren unter- 
scheiden. Weiterhin fallen unter den Begriff Varianten auch Bakteriorho- 
dopsin-Molekule, in denen Retinal durch retinalanaloge Molekule ersetzt 
ist, sowie Bakteriorhodopsin-Molekule, die chemisch modifiziert wurden, 
beispielsweise durch Einfuhren von Schutzgruppen oder funktionellen 
Seitengruppen. 
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Fur die Zwecke dieser Erfindung umfasst der Ausdruck "Bakteriorhodop- 
sin" auch strukturell mit Bakteriorhodopsin verwandte Membranproteine, 
die in membrangebundener Form vorliegen und eine Homologie von 
mindestens 70%, mehr bevorzugt mindestens 80%, am meisten bevor- 
zugt mindestens 90%, zum Bakteriorhodopsin-Wildtyp aufweisen. 
Homologie, wie hierin verwendet, wird definiert als 
H (%) = (1-A/IBR-WT]) x 100, 

worin H die Homologie in Prozent bedeutet, A die Anzahl der gegenuber 
der Bakteriorhodopsin-Wildtypsequenz vorhandenen Anderungen darstellt 
und [BR-WT] die Anzahi der Aminosauren der Bakteriorhodopsin-Wiid- 
typsequenz ist. 

Beispiele fur strukturell mit Bakteriorhodopsin verwandte Membranpro- 
teine in membrangebundener Form, die von der Erfindung umfasst sind, 
sind Halorhodopsin sowie Sensorrhodopsin. Diese Membranproteine 
liegen in der Membranform nichtkristallin vor. 

ErfindungsgemaS bevorzugt einzusetzende Bakteriorhodopsin-Materialien 
umfassen Bakteriorhodopsin-Wildtyp sowie Bakteriorhodopsin-Varianten 
mit einer veranderten Aminosauresequenz. Bevorzugt weisen die Bakte- 
riorhodopsin-Varianten eine modifizierte physikalische Funktion auf, 
insbesondere eine modifizierte Lichtempfindlichkeit, eine veranderte Farbe 
oder eine veranderte Kinetik des photochromen Verhaltens von Bakte- 
riorhodopsin. Am meisten bevorzugt sind Bakteriorhodopsin-Varianten, 
bei denen gezielt Bindungsstellen fur die enzymatische Quervernetzung 
mit Transglutaminase deletiert bzw. eingefuhrt sind. Besonders bevorzugt 
werden Bakteriorhodopsin-Varianten verwendet, bei denen Gin oder Lys 
deletiert oder durch andere Aminosauren ausgetauscht sind. In Bakte- 
riorhodopsin befindet sich eine Lys-Bindestelle intrazellular ( = C-Termi- 
nus) an den Positionen Lys41, Lys42, Lys159 und Lys172 sowie extra- 
zellular (N-Terminus) an Position Lys129. Gln-Bindungsstellen finden sich 
in Bakteriorhodopsin extrazellular ( = N-Terminus) an den Positionen Gln3 
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und Gln75. Es wurde festgestellt, dass insbesondere die Aminosauren 
Gln3 und Lys129 als Bindestellen bei der Umsetzung mit Transglutami- 
nase fungieren. 

Weiterhin bevorzugt sind solche Bakteriorhodopsin-Varianten, bei denen 
in eine Schleife Gin oder Lys so eingefuhrt ist, dass es fur Transglutami- 
nase zuganglich ist. Besonders bevorzugt sind solche Bakteriorhodopsin- 
Varianten, bei denen eine oder zwei Bindungsstellen fur Transglutaminase 
vorliegen. Bei Vorliegen von zwei Bindungsstellen, die fur die Trans- 
glutaminase zuganglich sind, konnen die beiden Bindungsstellen entwe- 
der auf der gleichen Membranseite oder bevorzugt auf unterschiedlichen 
Membranseiten angeordnet sein, d.h. eine Bindungsstelle auf der zyto- 
plasmatischen Seite und eine auf der extrazellularen Seite. Auf diese 
Weise ist ein gerichtetes Ubereinanderschichten von Membranen im 
Gegensatz zu einer statistischen Quervernetzung moglich. Durch ein 
gerichtetes Ubereinanderschichten konnen Elemente erzeugt werden, in 
denen sich die Spannung von 300 mV pro Schicht mit der Anzahl der 
Schichten erhoht. Bei bisher bekannten Verfahren zur Bildung von mehr- 
schichtigen BR-Purpurmembranen wird lediglich eine Vorzugsorientierung 
von etwa 10% erhalten. Erfindungsgemafc ist hingegen ein gerichtetes 
Ubereinanderschichten mit einer deutlich hoheren Vorzugsorientierung 
mogiich. Bevorzugt werden etwa 4 bis 10 BR-Purpurmembran-Schichten 
ubereinandergelagert, wobei eine Vorzugsorientierung um mehr als 30%, 
bevorzugt von mehr als 50% und besonders bevorzugt von mehr als 
80% erhalten werden kann. 

Weiterhin sind Bakteriorhodopsin-Varianten bevorzugt, in denen Retinal 
durch retinalanaloge Moiekule ersetzt ist, wodurch beispielsweise der 
Photozyklus des Bakteriorhodopsin-Materials verandert werden kann. 
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Retinalanaloge Molekule sincl Molekule, die als Chromophor im Bakte- 
riorhodopsin eingebaut werden konnen und sich von Retinal z.B. durch 
eine Derivatisierung unterscheiden. 

Eine weitere bevorzugte Klasse von Bakteriorhodopsin-Materialien sind 
Bakteriorhodopsin-Varianten bzw. Bakteriorhodopsin-Wildtyp, die che- 
misch modifiziert wurden. Geeignete Modifizierungen sind beispielsweise 
im US-Patent 5,922,843 beschrieben. Die Varianten konnen auch durch 
Biockierung von Aminosauren, beispielsweise durch Schutzgruppen oder 
andere chemische Modifizierung der Aminosaureseitenketten modifiziert 
werden. 

Bakteriorhodopsin-Varianten konnen auch durch enzymatische Vorbe- 
handlung von Bakteriorhodopsin-Wildtyp bzw. Bakteriorhodopsin-Varian- 
ten erhalten werden. Eine enzymatische Spaltung kann beispielsweise 
mittels Peptidasen herbeigefuhrt werden, wobei insbesondere der Amino- 
terminus entfernt wird oder Spaltungen in den aufcerhalb der Membran 
liegenden Schleifen ("Loops") herbeigefuhrt werden. 

Es konnen auch Varianten eingesetzt werden, die eine Kombination von 
mehreren der oben genannten Modifikationen aufweisen. 

Es hat sich uberraschenderweise herausgestellt, dass Bakteriorhodopsin 
in membrangebundener Form und insbesondere in Purpurmembran-Form 
ein Substrat der Transglutaminase und insbesondere der bakteriellen 
Transglutaminase (bTGA) ist. Dies ist insbesondere deshalb unerwartet, 
da, wie oben ausgefuhrt, die Aminosauren des Bakteriorhodopsins in der 
Membranform, insbesondere in der Purpurmembran-Form, zum uber- 
wiegenden Teil innerhalb der Lipiddoppelschicht der Membran liegen und 
somit nicht zuganglich sind. Das Bakteriorhodopsin liegt in der Purpur- 
membran-Form nicht in freier Form, sondern als ubergeordnete, scheiben- 
formige Protein-Lipid-Kristallstruktur vor. Trotzdem wird es uberraschen- 
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derweise von bakterieller Transglutaminase als Substrat angenommen 
und umgesetzt. 

Bisher war lediglich bekannt, dass losiiche Proteine, wie etwa Enzyme, 
an einen Trager, beispielsweise an Gelatine Oder ein Markerenzym, Trans- 
glutaminase-katalysiert gekoppelt werden konnen. Solch ein Verfahren 
wird z.B. in DE 197 32 917 C1 beschrieben. Dazu werden Proteinlosun- 
gen mit Transglutaminase umgesetzt. Einen Hinweis, dass wasserunlos- 
liche Proteine oder gar wasserunlosliche Protein-Lipid-Aggregate als 
Substrat von Transglutaminase angenommen werden, wird in DE 
197 32 917 nicht offenbart. Noch viel weniger wird Bakteriorhodopsin 
oder gar Bakteriorhodopsin in Purpurmembran-Form in Erwagung gezo- 
gen. 

Ein ahnliches Verfahren zur Umsetzung von wasserloslichen Proteinen 
mit TGA, beispielsweise die Quervernetzung von Kasein oder Gelatine, 
wird auch in US 5,731,183 und US 5,948,662 beschrieben. Dazu 
werden Losungen der Proteine mit den in diesen US-Patenten offenbarten 
speziellen Transglutaminasen umgesetzt. Eine Offenbarung oder einen 
Hinweis darauf, dass auch wasserunlosliche Proteine oder gar ubergeord- 
nete Strukturen als Substrat fur TGA dienen konnten, findet sich nicht. 
Noch viel weniger wird Bakteriorhodopsin oder gar Bakteriorhodopsin in 
Purpurmembran-Form erwahnt. 

Es wurde nun iiberraschenderweise festgestellt, dass man mit Hilfe von 
TGA Bakteriorhodopsin in der Membranform und sogar in der Purpur- 
membran-Form direkt und ohne Hinzunahme niedermolekularer Linkermo- 
lekule untereinander quervernetzen kann. Weiterhin konnen an das 
Bakteriorhodopsin Polymere, auch andere Substanzen, wie etwa Ober- 
flachen oder Hilfsstoffe, z.B. Farbstoffe, gebunden werden. Die Quer- 
vernetzung findet bei etwa 40°C statt. Durch nachfolgende Erwarmung 
des Reaktionsansatzes auf 80°C wird die TGA inaktiviert. Bakteriorho- 
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dopsin in Purpurmembran-Form ubersteht die Warmebehandlung unbe- 
schadet. So kann die Reaktion gezielt gestoppt werden. Eine Entfernung 
von uberschussigen niedermolekularen Linkern ist nicht notwendig. 

Bakteriorhodopsin-Purpurmembranen, insbesondere unterschiedliche 
Varianten von Bakteriorhodopsin-Purpurmembranen, konnen sowohl als 
erstes wie auch als zweites Substrat fur TGA, insbesondere bTGA 
fungieren. Dadurch ergeben sich umfangreiche Moglichkeiten zur direkten 
Vernetzung von Purpurmembranen untereinander oder/und zur kovalenten 
Kopplung von Polymeren, Oberflachen oder/und Substraten an Bakter- 
iorhodopsin in Purpurmembran-Form sowohl in quervernetzter als auch in 
nicht-vernetzter Form. 



Ein Aspekt der Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur kovalenten 
Verbindung von Bakteriorhodopsin in Membranform, insbesondere in 
Purpurmembran-Form an Polymere, Oberflachen oder/und Hilfsstoffe 
mittels TGA, wobei das Bakteriorhodopsin und das weitere Substrat mit 
einer Transglutaminase umgesetzt und miteinander kovalent verknupft 
werden. Durch ein solches Verfahren konnen zum Beispiel kovalent 
verkniipfte Konjugate bestehend aus Bakteriorhodopsin in Purpurmemb- 
ran-Form und einem weiteren Molekul gebildet werden. Geeignete Poly- 
mere, an die Bakteriorhodopsin in Purpurmembran-Form mittels TGA 
kovalent gebunden werden kann, umfassen zum Beispiel Gelatine, 
Polyvinylalkohol und Polyethylen, die Seitengruppen-modifiziert sein 
konnen. Geeignete Substrate oder Hiifstoffe sind insbesondere nieder- 
molekulare Verbindungen, wie etwa Farbstoffe. 

Da erfindungsgemafc auf jegliche Linkermolekule verzichtet werden kann, 
ergeben sich erhebliche wirtschaftliche und technologische Vorteile. 



Neben den oben beschriebenen Bakteriorhodopsinen in membrangebun- 
dener Form kann erfindungsgemaB unter Verwendung einer Transglutami- 
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nase auch Bakteriorhodopsin in ioslicher Form, insbesondere in monome- 
rer oder trimerer Form, kovalent quervernetzt werden. Insbesondere kann 
Bakteriorhodopsin, wie es bei heterologer Expession von Bakteriorhodop- 
sin gebildet wird, oder Bakteriorhodopsin, wie es durch Solubiiisation von 
Purpurmembranen entsteht (monomerisiertes Bakteriorhodopsin), gemalS 
dem Verfahren der Erfindung als Substrat einer Glutaminase umgesetzt 
und kovalent quervernetzt werden. 

Dariiber hinaus ist es erfindungsgemaS auch moglich, von Bakteriorho- 
dopsin verschiedene Membranproteine als Substrat einer Transglutami- 
nase umzusetzen und dabei kovalent querzuvernetzen, soweit sie in 
rnembrangebundener Form vorliegen. Insbesondere konnen Membran- 
proteine, die mehrere, insbesondere vier bis acht heiikale (vor aliem a- 
helikale) membrandurchspannende Aminosaureabschnitte enthalten, 
umgesetzt werden. Beispiele fiir geeignete Membranproteine sind Kanal- 
proteine, Porter, Rezeptoren, G-Proteine usw. 

Das erfindungsgema&e Verfahren kann insbesondere verwendet werden, 
um zwei gieiche oder unterschiediiche Bakteriorhodopsin-Materialien, wie 
sie oben beschrieben wurden, kovalent zu vernetzen. In einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhrungsform wird das erfindungsgemafSe Verfahren 
eingesetzt, um ein Bakteriorhodopsin-Material kovalent an ein anderes 
Material zu binden. Bevorzugtes Beispiel hierfur ist die kovalente Bindung 
von Bakteriorhodopsin-Materialien, insbesondere Bakteriorhodopsin- 
Materialien in Purpurmembran-Form an eine Oberflache, an ein Polymer 
oder/und an eine niedermolekulare Verbindung (hierin auch als Hilfsstoff 
bezeichnet). 

Zur kovalenten Bindung an eine Oberflache wird das Bakteriorhodopsin 
beispielsweise als Substrat der Transglutaminase umgesetzt, wobei als 
zweites Substrat ein Molekul verwendet wird, welches neben der Bin- 
dungsgruppe fur die Transglutaminase eine weitere funktionelle Gruppe, 
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beispielsweise eine endstandige Thiol-Gruppe, aufweist. Das bei der 
Umsetzung mit Transglutaminase gebildete Addukt kann dann uber die 
eingefuhrte funktionelle Gruppe an eine Oberflache immobilisiert werden. 
Bei Einbringung einer Thiol-Gruppe kann das Bakteriorhodopsin beispiels- 
weise kovalent an eine Goldoberflache immobilisiert werden. Dadurch ist 
es mogiich, eine gerichtete Immobilisierung von Bakteriorhodopsin, 
insbesondere in der Purpurmembran-Form, zu erreichen, da das Bakte- 
riorhodopsin nur mit der Seite kovalent an die Oberflache gebunden 
werden kann, auf der die Thiol-Gruppe eingefuhrt worden ist. 

Daneben ist es auch mogiich, Bakteriorhodopsin direkt an Oberflachen 
mittels Transglutaminase kovalent zu binden, soweit die Oberflache 
Gruppen aufweist, die als Substrat der Transglutaminase wirken konnen. 

Weiterhin ist es mit den erfindungsgemaSen Verfahren mogiich, Bakte- 
riorhodopsin an ein Polymer kovalent zu binden. Dabei wird ein Oligomer 
Oder Polymer, welches naturlichen oder synthetischen Ursprungs sein 
kann, mit dem erfindungsgemaBen Verfahren mit Bakteriorhodopsin 
verknupft. Ein Beispiel fur ein naturliches Polymer ist Gelatine, ein Bei- 
spiel fur ein bevorzugtes synthetisches Polymer ist Polyvinylalkohol. 
Voraussetzung fur eine erfolgreiche Umsetzung ist, dass das Oligomer 
bzw. Polymer eine Seitengruppe enthalt, die ein Substrat der Trans- 
glutaminase ist, also einen Glutamin(Gln)- oder einen Lysin(Lys)-Rest 
enthalt oder ein Glutamin-Analogon oder ein Lysin-Analogon enthalt oder 
einen Glutamin-Teilbereich oder einen Lysin-Teilbereich enthalt, der von 
Transglutaminase als Substrat erkannt wird, insbesondere einen Teilbe- 
reich, der mindestens drei C-Atome und eine Aminogruppe umfasst. 



Eine entsprechende Gruppe kann in dem Polymer bereits vorhanden sein, 
wie etwa in Gelatine, oder sie kann chemisch eingefuhrt werden. 
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Mit dem erfindungsgemafcen Verfahren erhalt man ein Material, in dem 
Bakteriorhodopsin, insbesondere in der Purpurmembran-Form, an ein 
Polymer in stochiometrischer Weise kovalent gekoppelt voriiegt. Bei der 
Verarbeitung eines Materials erhalt man dadurch erhebliche Vorteile. 
Insbesondere kann keine Entmischung auftreten, wie sie bei lediglich 
physikalisch vermischten Polymeren, die an sich ineinander nicht loslich 
sind, haufig auftritt. Weiterhin eroffnet sich die Moglichkeit, die Ver- 
arbeitung von Bakteriorhodopsin enthaltenden Materialien in organischen 
Losungsmitteln durchzufuhren, wenn das Bakteriorhodopsin an ein 
Oligomer/Polymer gebunden wird, das sowohl in Wasser oder einem 
Puffer (fur die enzymatische Quervernetzung) als auch in organischen 
Losungsmitteln mdglich ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Bakteriorhodop- 
sin mit einem Oligomeren/Polymeren quervernetzt, welches seinerseits 
noch weitere Polymerisierungsreaktionen oder Quervernetzungsreaktio- 
nen eingehen kann. Solche weiteren Quervernetzungs- bzw. Polymerisa- 
tionsreaktionen konnen z.B. mit UV-Licht oder durch einen radikalischen 
Starter initiiert werden. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit, Bulk-Materia- 
lien herzustellen, die ein homogen verteiltes Bakteriorhodopsin enthalten. 
Solche Materialien konnen vorteilhafterweise zur Herstellung von Bakte- 
riorhodopsin-Wurfeln verwendet werden, wie sie fur eine dreidimensio- 
nale Datenspeicherung eingesetzt werden konnen. Solche Materialien 
werden bisher durch Zumischung von Bakteriorhodopsin bei der Polymeri- 
sation von beispielsweise auf Acrylsaure oder Acrylamid basierende Poly- 
meren in wassrigen Losungsmitteln hergestellt, wobei keine kovalente 
Quervernetzung zwischen dem Bakteriorhodopsin und dem Polymer 
ausgebildet wird. Bei der Entfernung des Wassers kommt es haufig zu 
hohem Schwund. Daruber hinaus werden bei solchen Materialien des 
Standes der Technik Entmischungsphanomene beobachtet, die zu einer 
inhomogenen Verteilung des Bakteriorhodopsins in dem Material fuhren. 
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in einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Bakteriorhodop- 
sin-Material an eine niedermoiekulare Verbindung kovalent gebunden. Die 
niedermolekulare Verbindung ist dadurch gekennzeichnet, dass sie ein 
Substrat der Transglutaminase ist, also insbesondere ein Glutamin- 
Analogon oder ein Lysin-Analogon. Die niedermolekulare Verbindung, die 
hierin auch Hilfsstoff genannt wird, kann ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus Farbstoffen, Fluorochromen, Lipiden, Peptiden, 
oligomeren und polymeren Nukleinsauren, wie etwa DNA/RNA/PNA 
usw., synthetischen Oligomeren und Polymeren, Proteinen (Avidin-Biotin 
etc.), Lektinen, Polysacchariden, leitfahigen Polymeren und anderen. Mit 
dem erfindungsgema&en Verfahren ist eine gezielte, stochiometriche, 
ortsselektive Ankopplung der Verbindungen an das Bakteriorhodopsin, 
insbesondere an Bakteriorhodopsin in Purpurmembran-Form, moglich. 

Farbstoffe und Fluorochrome werden insbesondere kovalent angekoppelt, 
um eine Anderung des Anfangsfarbzustandes des Bakteriorhodopsins 
bzw. der Purpurmembran zu erzielen. Vorteilhaft ist dabei, dass keine 
Entmischung zwischen Bakteriorhodopsin und Farbstoff bzw. Fluoro- 
chrom auftritt und dass die Verarbeitung nicht durch unterschiedliche 
Loslichkeiten der Materialien nachteilig beeinflusst wird. 

Lipide konnen kovalent angekoppelt werden, um eine Verankerung von 
Bakteriorhodopsin, insbesondere in Membranform, auf einer anderen 
Lipidmembran zu erhalten, wobei die weitere Mernbran bevorzugt eben- 
falls eine Purpurmembran und besonders bevorzugt ebenfalls eine Bakte- 
riorhodopsin-Purpurmembran darstellt. Lipidgekoppelte Bakteriorhodopsin- 
Materialien konnen weiterhin vorteilhaft in der Langmuir-Blodgett-Technik 
eingesetzt werden. 

Durch die Kopplung von Bakteriorhodopsin mit Peptiden konnen immuno- 
logische Tags eingebracht werden und Materialien mit selektiver, hoch- 
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affiner Bindefahigkeit (z.B. Antigen-Antikorper-Wechselwirkung) erhalten 
werden. 

Durch die Kopplung von Bakteriorhodopsin mit Oligomeren, insbesondere 
oligomeren oder polymeren Nukleinsauren, wie etwa DNA, RNA, PNA 
usw., ist der Aufbau dreidimensionaler gerichteter Strukturen moglich. 

Durch die kovalente Kopplung von Bakteriorhodopsin mit synthetischen 
Oligomeren bzw. Polymeren konnen quervernetzte Materialien erhalten 
werden, die gegen Entmischung stabil sind. 

Durch die kovalente Kopplung von Proteinen, wie etwa Avidin, Biotin 
oder ahnlichen, die insbesondere ein Partner eines selektiven, hoch- 
affinen Bindungspaares sind, konnen Materialien mit hoher Komplexbil- 
dungskonstante erhalten werden. 

Als leitfahige Materialien werden bevorzugt Protonen-leitfahige Materia- 
lien, wie etwa Protonen-leitfahige Polymere, oder Membranen mit dem 
Bakteriorhodopsin gekoppelt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein linkerfrei 
kovalent vernetztes Bakteriorhodopsin, welches durch die oben beschrie- 
benen Vorgehensweisen erhalten werden kann. Ein solches Material, 
welches ausschlie&lich aus Bakteriorhodopsin oder aus Bakteriorhodopsin 
und daran kovalent gebundenen weiteren Materialien bzw. Stoffen 
aufgebaut sein kann, weist gegenuber bekannten Bakteriorhodopsin- 
Materialien strukturelle Unterschiede auf, die erhebliche Vorteile liefern. 
Bei der erfindungsgemaften direkten Kopplung wird kein Linker zwischen- 
geschaltet, so dass auch in dem erhaltenen Material die Bakteriorhodop- 
sin-Materialien direkt gebunden und nicht uber Linker vernetzt sind. 
Dadurch konnen die mit der Verwendung von Linkern verbundenen 
Nachteile, wie sie oben beschrieben wurden, ausgeschaltet werden. Bei 
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der Kopplung von Bakteriorhodopsin an andere Materialien wird durch die 
kovaienten Bindungen im Gegensatz zu im Stand der Technik bekannten 
physikalischen Mischungen zudem erreicht, dass stabile, homogene 
Werkstoffe erhalten werden konnen. Solche Werkstoffe sind insbeson- 
dere zur Verwendung in der Datenspeicherung geeignet. Durch die 
gerichtete Anordnung von mehreren Schichten von BR-Purpurmembranen 
mit einer hohen Vorzugsorientierung konnen Materialien erhalten werden, 
die bei photoelektrischen Anwendungen, wie sie z.B. bei F. Hong, 
Progress in Surface Science 62 (1999), 1-237, beschrieben werden, ein 
verbessertes Verhalten zeigen. Solche Materialien erzeugen hohere 
Spannungen bei Belichtung als bekannte, weniger gut ausgerichtete BR- 
Materialien und konnen insbesondere als Schalter oder als Steuerele- 
mente eingesetzt werden. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele und die Figuren weiter 
erlautert, wobei Fig. 1 eine schematische Darstellung der Ergebnisse 
einer Zuckerdichte-Gradientenzentrifugation ist. Fig. 1 A zeigt Bakte- 
riorhodopsinWildtyp (BR-WT), Fig. 1 B die Bakteriorhodopsin-Variante BR- 
D2N und Fig. 1C miteinander quervernetztes BR-WT und BR-D2N nach 
24 Stunden Inkubation mit BTGase (bakterielle Transglutaminase). 

Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung von SDS-PAGE. A) BR-WT; B) 
BR-WT + BTGase, 0 Stunden inkubiert bei 37°C; C) BR-WT + BTGase, 
10 Minuten inkubiert bei 37°C; D) BR-WT + BTGase, 20 Minuten 
inkubiert bei 37°C; E) BR-WT + BTGase, 120 Minuten inkubiert bei 
37°C. 

Fig. 3 zeigt die Ausbildung von Vernetzungsprodukten von BR-WT und 
BR-D2N in Gegenwart von bakterieller Transglutaminase in Abhangigkeit 
der Zeit. 
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Fig. 4 zeigt die Sequenz von Bakteriorhodopsin mit der transmembranes! 
Anordnung, modifiziert nach R.R. Birge, Photophysics and Molecular 
Electronic Applications of the Rhodopsins, Annu. Rev. Phys. Chem. 41 
(1990), 683-733. 

Fig. 5 zeigt ein Beispiel fur eine gerichtete Abscheidung von Bakte- 
riorhodopsin in Membranform auf Oberflachen. Auf einem Wafer 1 ist 
eine Gold enthaltende Schicht 2 aufgebracht. Diese Oberflache wird mit 
in einem Losungsmittel suspendierten Bakteriorhodopsin-Purpurmemb- 
ranen 3 in Kontakt gebracht, die mit dem erfindungsgemalSen Verfahren 
Thiol-modifiziert wurden. Es findet eine Selbstorganisation 4 der Purpur- 
membranen in gerichteter Weise auf der Goldoberflache statt. Purpur- 
membranen mit falscher Orientierung 5 werden nicht an die Oberflache 
gebunden. 

Fig. 6 zeigt ein Beispiel fur eine dreidimensionale Strukturierung von 
Bakteriorhodopsin-Purpurmembranen. Auf eine Oberflache oder ein 
Substrat 6 wird eine Haftschicht 7, z.B. Nukleinsaure-Oligomere, aufge- 
bracht. Die Purpurmembranen 8 werden mit funktionellen Gruppen derart 
modifiziert, dass die auf der einen Seite der Purpurmembran-Form ange- 
brachten funktionellen Gruppen jeweils mit den auf der anderen Seite 
einer weiteren Purpurmembran aufgebrachten funktionellen Gruppen 
wechselwirken konnen. Beispielsweise wird die Purpurmembran mit 
Nukleinsaure-OIigomeren derart modifiziert, dass die Oligomere auf 
beiden Seiten miteinander hybridisieren konnen, also die Purpurmembran- 
extrazellular mit der Purpurmembran-zytoplasmatisch hybridisieren kann. 
Auf diese Weise erfolgt eine gerichtete Bindung 9 von Purpurmembranen 
an Substrat und eine gerichtete Selbstorganisation der Purpurmembranen 
in die dritte Dimension. Auf diese Weise kann eine stark orientierte, 
anisotrope Schichtstruktur erhalten werden. Die von den einzelnen 
Purpurmembran-Formen erzeugten Photospannungen kompensieren sich 
jetzt nicht mehr, wie es bei einer willkurlichen Anordnung der Fall ist, 
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sondem acldieren sich. Auf diese Weise konnen Elemente mit einer 
einstellbaren Photospannung erhalten werden, welche theoretisch etwa 
300 mV x Anzahf der Schichten betragt. 

Fig. 7 zeigt Purpurmembranen (gestrichelt dargestellt) mit eingebetteten 
Bakteriorhodopsin-Aminosauresaulen (schematisch als durchgezogene 
Kastchen dargestellt). Lysin (Lys) und Glutamin (Gin), die von Trans- 
glutaminase (TGA) akzeptiert werden, sind als ausgefullte Kreise (Lys) 
bzw. ausgefullte Quadrate (Gin) eingezeichnet. 

Bei Bakteriorhodopsin-Wildtyp liegen die Bindungsstellen, die fur Trans- 
glutaminase zuganglich sind, namlich Gln3 und K129, auf der gleichen 
Seite der Membran (Fig. 7A). In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird 
eine Bakteriorhodopsin-Variante verwendet, die je eine Bindungsstelle auf 
der Innen- und eine auf der AuBenseite der Membran, d.h. eine Bindungs- 
stelle auf der zytoplasmatischen Membranseite und eine Bindungsstelle 
auf der extrazellularen Membranseite aufweist. Eine solche Variante wird 
bevorzugt dadurch erhalten, dass das Lys129 unverandert gelassen wird 
und das Gln3 deletiert wird und stattdessen ein Gin in einer Schleife auf 
der anderen Seite der Membran eingebracht wird (Fig. 7B). In einer 
weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Bakteriorhodopsin- 
Variante verwendet, welche genau eine Bindungsstelle (innen oder 
au&en) aufweist, welche beispielsweise durch Entfernen der anderen 
moglichen Bindungsstellen erhalten werden kann (Fig. 7C). 



Beispiel 1 ) 

5 ml einer 42,5%- und 37,5%-Zuckerlosung werden verwendet, um mit 
einem herkommlichen Gradientenmischer einen linearen Zuckergradienten 
zu erzeugen. Dieser Gradient dient zur Analyse von vernetztem und 
unvernetztem Bakteriorhodopsin. 



Beispiele: 
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Beispiel 2) 

Eine Bakteriorhodopsin-Wildtype-(WT)-L6sung (20 mg/ml) und eine 
Losung der Bakteriorhodopsin-Variante BR-DZN (20 mg/ml) werden mit 
Puffer (pH 7,0, 100 mM, Phosphatpuffer) und BTGase-(9,3 U/ml)-L6sung 
gemischt, so das die BTGase im Vergleich zu Bakteriorhodopsin im vierfa- 
chen Uberschuss vorliegt. Die Inkubation erfolgt fur 24 h bei 40°C. In 
der Reaktionsmischung liegt dann praktisch nur noch quervernetztes 
Bakteriorhodopsin vor (Abb. 1c). 

Beispiel 3) 

Reaktionsansatz wie bei 2). Die Reaktion wird allerdings zu einem beliebi- 
gen Zeitpunkt durch kurzfristiges Erwarmen auf 80°C gestoppt. In der 
Reaktionsmischung liegt dann quervernetztes und nicht quervernetztes 
Bakteriorhodopsin vor. Durch die Wahl des Stoppzeitpunktes konnen 
beliebige Verhaltnisse zwischen vernetztem und unvernetztem Bakte- 
riorhodopsin eingestellt werden (Abb. 2 und 3). Je hoher der Vernet- 
zungsgrad ist, desto starrer wird das quervernetzte Bakteriorhodopsin. 

Die rote Bande in Abb. 3 stellt BR-WT dar, die blaue Bande BR-D2N. 
Durch Quervernetzung wird das lilafarbige Vernetzungsprodukt BR-WT X - 
BR-D2N V erhalten. 



Beispiel 4) 

Eine Gelatinelosung (Schweineschwartengelatine), 10% (w/v) wird mit 
dem gleichen Volumen einer BR-L6sung (PM-Konzentration 39,1 mg/ml) 
und mit BTGase Losung (12 U/ml) versetzt, so dass die Menge der 
BTGase mit der Menge des BR's vergleichbar ist. Die Reaktionslosung 
wird dann bei 37°C uber Nacht inkubiert. In der Reaktionsmischung liegt 
das BR dann in Gelatine gebunden vor. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung von kovalent vernetztem Bakteriorhodop- 
sin, 

dadurch gekennzeichnet, dass Bakteriorhodopsin in membrange- 
bundener Form als Substrat einer Transglutaminase umgesetzt und 
dabei kovalent quervernetzt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass Bakteriorhodopsin in der Purpur- 
membran-Form als Substrat einer Transglutaminase umgesetzt und 
dabei kovalent quervernetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, dass gleiche oder unterschiedliche Bak- 
teriorhodopsine oder Bakteriorhodopsin-Varianten miteinander 
vernetzt werden. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Bakteriorhodopsin ausgewahlt 
wird aus Bakteriorhodopsin-Wildtyp oder/und Bakteriorhodopsin- 
Varianten. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Bakteriorhodopsin- 
Variante umgesetzt wird, bei der es sich um ein strukturell mit 
Bakteriorhodopsin verwandtes Membranprotein, insbesondere 
Halorhodopsin oder/und Sensorrhodopsin, in membrangebundener 
Form handelt. 



6. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
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dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Bakteriorhodopsin- 
Variante umgesetzt wird, die eine gegenuber dem Bakteriorhodop- 
sin-Wildtyp veranderte Aminosauresequenz aufweist oder/und bei 
der Retinal durch ein Retinal-analoges Molekul ersetzt ist oder/und 
die chemisch oder/und durch enzymatische Behandlung modifiziert 
ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Bakteriorhodopsin- 
Variante umgesetzt wird, die nur eine einzige Bindungsstelle fur 
Transglutaminase enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 6, 

dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Bakteriorhodopsin- 
Variante umgesetzt wird, die zwei Bindungsstellen fur Transglut- 
aminase enthalt, die nicht auf der gleichen Membranseite liegen. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Quervernetzungsreaktion durch 
kurzfristiges Erwarmen auf 80°C oder daruber gestoppt wird. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass eine bakterielle Transglutaminase 
verwendet wird. 

1 1. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass eine Transglutaminase verwendet 
wird, die ohne Cofaktor aktiv ist. 



12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, 
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dadurch gekennzeichnet, dass das Bakteriorhodopsin mit einem 
Polymeren, einer Oberflache oder/und einem Hilfsstoff quervernetzt 
wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Hilfsstoff ausgewahlt wird aus 
der Gruppe bestehend aus Farbstoffen, Fluorochromen, Lipiden, 
Peptiden, Nukleinsauren, synthetischen Oligomeren und Polyme- 
ren, Proteinen, Lektinen, Polysacchariden und leitfahigen Moleku- 
len. 

14. Linkerfrei kovalent vernetztes Bakteriorhodopsin, erhaltlich nach 
einem der vorhergehenden Anspruche. 

15. Verwendung des linkerfrei kovalent vernetzten Bakteriorhodopsins 
nach Anspruch 14 fur photoelektrische Anwendungen. 



16. 



Verwendung des linkerfrei kovalent vernetzten Bakteriorhodopsins 
nach Anspruch 14 zur dreidimensionalen Datenspeicherung. 
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Applicant's or agent's file reference 
21520P WO 


FOR FURTHER ACTION SeC Notiflcation of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/EP00/02904 


International filing date (day/month/year) 
3 1 March 2000 (3 1 .03.00) 


Priority date {day/month/year) 

31 March 1999(31.03.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 11/02 


Applicant 


HAMPP, Norbert 







This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



| | This re P° rt is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement HF ** 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 




III 


□ 


IV 


El 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

25 September 2000 (25.09.00) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 



Facsimile No. 



Date of completion of this report 

05 July 2001 (05.07.2001) 



Authorized officer 



Telephone No. 
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PCT/EP00/02904 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| [ the international application as originally filed. 

the description, pages I"* 7 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-16 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/7-7/7 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

1 I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



, I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
" ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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II. Priority 



□ 



This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
limit the requested: 

I [ copy of the earlier application whose priority has been claimed. 
1 1 translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

^ | | This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 

SEE SUPPLEMENTAL SHEET. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


"^^^^lational application No. 

PCT/EP00/02904 


IV. Lack of unity of invention 


1 . In response to the invitation to restrict or pay additional fees the applicant has: 




1 1 restricted the claims. 




1 1 paid additional fees. 




1 I paid additional fees under protest. 




1 1 neither restricted nor paid additional fees. 





| 1 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose, according to Rule 68. 1, 
2 - I I not to invite the applicant to restrict or pay additional fees. 



3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is 
I I complied with. 

not complied with for the following reasons: 



4. Consequently, the following parts of the international application were the subject of international preliminary examination 
in establishing this report: 

1^1 all parts. 

□ 

the parts relating to claims Nos. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents: 
Dl: EP-A-0 417 541 

D2: B.J. GAFFNEY : "Chemical and biochemical crosslinking 
of membrane components", BIOCHIMICA BIOPHYSICA ACTA. vol. 
822, 1985, pages 289-317 

D3: WO-A-99/06446 (EYMANN ROLF; BECHTOLD UWE (DE); 
OTTERBACH JENS (DE) ; PASTERNACK RA) 11 February 1999 
(1999-02-11) 



The present application pertains to a process for 
the covalent cross-linking of bacteriorhodopsin in 
membrane-bound form. The applicant adds 
bacteriorhodopsin solutions to a bacterial 
transglutaminase solution and detects the resultant 
cross-linking by density gradient centrif ugation . 

The application claims a process for producing 
covalently cross-linked bacteriorhodopsin and in 
particular for producing linker-free covalently 
cross-linked bacteriorhodopsin and the use of said 
linker-free covalently cross-linked . 

bacteriorhodopsin for photoelectric applications and 
three-dimensional data storage. 
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tational application No. 
7EP 00/02904 



2. 



Novelty of Claims 1-16 



The prior art does not describe processes for the 
covalent cross-linking of bacteriorhodopsin in 
membrane-bound form to itself or other substances, 
wherein cross-linking is catalysed by 
transglutaminase . 

Therefore, Claims 1-13 meet the requirement for 
novelty (PCT Article 33(2)). The prior art likewise 
does not disclose linker-free cross-linked 
bacteriorhodopsin and consequently Claims 14-16 are 
also novel (PCT Article 33(2)). 



Dl, which is considered the closest prior art, 
discloses the oriented cross-linking of purple 
membrane preparations containing bacteriorhodopsin. 
Cross-linking is produced using a cross-linking 
agent selected from a group consisting of 
glutaraldehyde, carbodiimide and diamines. In 
contrast to Dl, the application describes linker- 
free cross-linking, that is, bacteriorhodopsin 
molecules are cross-linked in the absence of 
bifunctional molecules as covalent bridges. The 
problem addressed by Claims 1-11 therefore consists 
in providing a process for the linker-free covalent 
cross-linking of bacteriorhodopsin molecules in 
membrane-bound form. Said technical problem is 
solved by the use of a transglutaminase that forms 
intra- or intermolecular bonds between the gamma- 
carboxamide group of a glutamine residue and the 
epsilon-amino group of a lysine residue. 
Transglutaminases are well known in the prior art as 
cross-linking agents. D2, which is a review article 



3. 



Inventive step of Claims 1-11 
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lational application No. 
7EP 00/02904 



of various cross-linking techniques and 
applications, describes the use of transglutaminases 
to cross-link membrane proteins in erythrocytes (D2: 
page 304, Section V.A.; page 305, right-hand column, 
paragraph 3; page 2 90, right-hand column, paragraph 
1). D2 further mentions that bacterial membrane 
proteins may be cross-linked, including 
bacteriorhodopsin in membrane-bound form (page 306, 
Section VIA-3 and page 311, Section VIB-5) . 

D3 (mentioned in the application) describes the 
transglutaminase-catalysed coupling of proteins to a 
carrier, explicitly including all proteins with Q/K 
residues as suitable (page 4, paragraph 3). 

Linker-free cross-linking is intrinsic to the 
transglutaminase-catalysed cross -linking of 
proteins- To achieve the linker-free cross-linking 
of membrane-bound bacteriorhodopsin, a person 
skilled in the art would automatically apply this 
cross-linking technique. This would not require the 
person skilled in the art to review past work, but 
merely to be familiar with the problem of interest . 
Claims 1-11 are therefore obvious and do not meet 
the requirements of PCT Article 33(3). 



The additional features of Claims 12-16 are either 
trivial, routine in this area of expertise or within 
the competence of a person skilled in the art 
wishing to improve the prior art listed in the 
search report. Therefore, the said claims do not 
involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 



4. 



Inventive step of Claims 11-16 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 . 3 



The examiner drops the objection to the claimed priority 
and apologizes to the applicants for failing to note 
DE 199 53 607.4 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRE 



ARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 
/EP 00/02904 



Supplemental Box 
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Continuation of: I V . 4 



The present application comprises more than 
inventions : 



one group of 



Group 1: Claims 1-11 and 14-16: process for producing 
covalently cross-linked bacteriorhodopsin, 
characterized in that bacteriorhodopsin is 
reacted in membrane-bound form as the substrate 
of a transglutaminase to yield covalently 
cross-linked bacteriorhodopsin. Linker-free 
covalently cross-linked bacteriorhodopsin and 
uses . 

Group 2: Claims 12 and 13: process for producing 
bacteriorhodopsin in membrane-bound form 
covalently cross-linked to a polymer/a surface/ 
and/or an auxiliary. 



The formally dependent process Claims 12 and 13 are 
broader than independent Claim 1 since the said claims 
comprise the cross-linking of bacteriorhodopsin in 
membrane-bound form to any other substance, neither the 
term "surface" nor the term "auxiliary" being in any way 
limiting. Conversely, the claims belonging to Group 1 
relate to the cross-linking of membrane-bound 
bacteriorhodopsin molecules to other membrane -bound 
bacteriorhodopsin molecules. This is obvious from the 
fact that membrane-bound bacteriorhodopsin is defined as 
the sole substrate of transglutaminase and is also 
indicated by the applicants (page 3, lines 6-9) as the 
technical problem of interest. 
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Supplemental Box 

I (To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: I V . 4 

PCT Rule 13.2 makes clear that, with respect to a claimed 
group of inventions, the requirement for unity of 
invention is fulfilled only when there is a technical 
relationship among these inventions involving one or more 
of the same or corresponding special technical features. 
The expression "special technical features" means those 
technical features that define a contribution which each 
of the claimed inventions, considered as a whole, makes 
over the prior art. However, the technical feature in 
common between the two groups is transglutaminase, which 
is not inventive and so does not represent a special 
technical feature . 



The objections raised in Box V do not currently include 
an objection concerning lack of unity of invention. 
However, the attention of the applicant is drawn to the 
possibility of such an objection on entering the regional 
phase . 
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VIII. Certain observations on the international application 



Zg^tSS^J^ ° f 11,6 claims> description ' " d drawings or °" * e « ue * ion whe ^ *• « ™y 

1. Claims 3-8 relate to bacteriorhodopsin variants. 

Claims should define their subject matter clearly. 
However, a person skilled in the art would be unable 
to assign a definite structure to the term 
"bacteriorhodopsin variants". Therefore, the said 
claims do not meet the requirements of PCT Article 
6. 



The formally dependent Claims 12 and 13 are broader 
than independent Claim 1, since cross-linking is 
produced between bacteriorhodopsin and "polymers, a 
surface and/or auxiliaries" . This is in no way 
limiting, since everything can have a surface 
(proteins, molecules, liquids, solid bodies) and the 
term "auxiliary" does not define structural 
features. The said claims are therefore unclear 
(PCT Article 6) . Moreover, they should not have 
been drafted as dependent claims, since they do not 
satisfy PCT Rule 6.4(b) (see also Box IV, lack of 
unity of invention) . 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmefdeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-17 ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1-16 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). v 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/02904 



□ Beschreibung, 

□ Anspruche, 

□ Zeichnungen, 



Blatt: 



Seiten: 



Nr.: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die so/che Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



II. Prioritat 

1 . □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrift der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der 

Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte Internationale Anmeldedatum als das 
maGgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 
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3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

□ aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-16 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-16 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt II 
Prioritat 

Der Prufer laBt den Einwand, die beanspruchte Prioritat sei nicht gultig, fallen und 
entschuldigt sich bei den Anmeldern dafur, DE199 53 607.4 nicht beachtet zu haben. 



Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Die vorliegende Anmeldung enthalt mehrere Gruppen von Erfindungen: 

Gruppe 1: Anspruche 1-11, 14-16: Verfahren zur Herstellung von kovalent 
vernetztem Bakteriorhodopsin, dadurch gekennzeichnet, daB 
Bakteriorhodopsin in membrangebundener Form als Substrat einer 
Transglutaminase umgesetzt und dabei kovalent vernetzt wird. 
Linkerfrei kovalent vernetztes Bakteriorhodopsin und Anwendungen. 

Gruppe 2: Anspruche 12 und 13: Verfahren zur Herstellung von kovalent mit 
einem Polymeren/einer Oberflache/ und/oder einem Hilfsstoff 
quervernetzten Bakteriorhodopsin in membrangebundener Form. 

Die formal abhangigen Verfahrensanspruche 12 und 13 sind breiter als der 
unabhangige Verfahrensanspruch 1, da besagte Anspruche die Quervernetzung von 
Bakteriorhodopsin in membrangebundener Form mit etwas beliebigem umfassen, denn 
weder der Begriff "Oberflache" noch der Begriff "Hilfsstoff" sind irgendwie limitierend. 
Die Anspruche der Gruppe 1 hingegen beziehen sich auf die Quervernetzung von 
membrangebundenen Bakteriorhodopsinmolekulen mit anderen membrangebundenen 
Bakteriorhodopsinmolekulen. Dies ist daraus ersichtlich, daB membrangebundenes 
Bakteriorhodopsin als einziges Substrat der Transglutaminase definiert wird. Dies wird 
von den Anmeldern auch auf Seite 3, Zeilen 6-9 der Beschreibung als zu losende 
technische Aufgabe angegeben. 

Regel 13.2 PCT stellt klar, daB bei einer beanspruchten Gruppe von Erfindungen nur 
dann das Erfordernis der Einheitlichkeit erfiillt ist, wenn zwischen diesen Erfindungen 
ein technischer Zusammenhang besteht, der in einem oder mehreren gleichen oder 
entsprechenden besonderen technischen Merkmalen zum Ausdruck kommt. Unter dem 
Begriff "besondere technische Merkmale" sind diejenigen technischen Merkmale zu 
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verstehen, die einen Beitrag jeder beanspruchten Erfindung als Ganzes zum Stand der 
Technik darstellen. Das beiden Gruppen von Erfindungen gemeinsame technische 
Merkmal "Transglutaminase" ist jedoch nicht erfinderisch und damit kein besonderes 
technisches Merkmal. 

Angesichts der unter V. erhobenen Einwande erfolgt zum jetzigen Zeitpunkt kein 
Einheitlichkeitseinwand. Die Anmelder werden jedoch darauf hingewiesen, daB ein 
Einheitlichkeitseinwand beim Eintritt in die regionale Phase erhoben werden konnte. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Es wird auf folgende Dokumente verwiesen: 
D1: EP 0 417 541 A 

D2: B.J. GAFFNEY: "Chemical and biochemical crosslinking of membrane 

components" BIOCHIMICA BIOPHYSICA ACTA, Bd. 822, 1985, Seiten 289-317, 

D3: WO 99 06446 A (EYMANN ROLF ;BECHTOLD UWE (DE); OTTERBACH JENS 
(DE); PASTERNACK RA) 11. Februar 1999 (1999-02-11) 

1. Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Verfahren zur kovalenten Quervernetzung 
von Bakteriorhodopsin in membrangebundener Form. Die Anmelder versetzen 
Bakteriorhodopsinlosungen mit einer bakteriellen Transglutaminaselosung und 
weisen die erfolgte Quervernetzung durch Zuckerdichte-Gradientenzentrifugation 
nach. 

Die Anmeldung beansprucht Verfahren zur Herstellung von kovalent 
quervernetztem Bakteriorhodopsin, weiterhin linkerfrei kovalent quervernetztes 
Bakteriorhodopsin, die Verwendung besagten linkerfrei kovalent quervernetzen 
Bakteriorhodopsins fur photoelektrische Anwendungen sowie zur 
dreidimensionalen Datenspeicherung. 

2. Neuheit der Anspruche 1-16 

Der Stand der Technik beschreibt keine Verfahren zur kovalenten 
Quervernetzung von Bakteriorhodopsin in membrangebundener Form mit sich 
selbst Oder anderen Gegenstanden, bei denen die Quervernetzung durch 
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Transglutaminase katalysiert wird. 

Deshalb erfullen Anspruche 1-13 die Anforderung der Neuheit (Artikel 33(2) PCT). 
Der Stand der Technik offenbart ebenfalls kein linkerfrei quervernetztes 
Bakteriorhodopsin, so da8 auch Anspruche 14-16 neu sind (Artikel 33(2) PCT). 

3. Erf inderische Tatigkeit der Anspruche 1-11 

D1 als nachstliegender Stand der Technik offenbart die orientierte 
Quervernetzung von Purpurmembranpraparationen, die Bakteriorhodopsin 
enthalten. Die Quervernetzung erfolgt hierbei mit Glutaraldehyd, Carbodiimid oder 
Diaminen. Im Unterschied zu D1 erfolgt die Quervernetzung in der Anmeldung 
linkerfrei, d.h. ohne daf3 bifunktionelle Molekule als kovalente Brucken die 
Verbindung zwischen Bakteriorhodopsinmolekulen herstellen. Die den 
Anspruchen 1-1 1 zugrundeliegende technische Aufgabe ist somit die 
Bereitstellung eines Verfahrens zur linkerfreien kovalenten Quervernetzung von 
Bakteriorhodopsinmolekulen in membrangebundener Form. Die Losung besagter 
technischer Aufgabe ist in der Verwendung einer Transglutaminase zu sehen, die 
intra- oder intermolekulare Bindungen zwischen der gamma-Carboxamidgruppe 
eines Glutaminrestes und der epsilon-Aminogruppe eines Lysinrestes knupft. 
Transglutaminasen als Quervernetzungsagentien sind im Stand der Technik gut 
bekannt. D2 stellt einen Ubersichtsartikel uber die verschiedenen 
Quervernetzungstechniken und Anwendungen dar und beschreibt die 
Verwendung von Transglutaminasen zur Quervernetzung von Membranproteinen 
in Erythrozyten (D2, Seite 304, Abschnitt V.A, Seite 305, rechte Spalte, dritter 
Absatz, Seite 290, rechte Spalte, erster Absatz). D2 erwahnt weiterhin, daB 
bakterielle Membranproteine quervernetzt werden konnen, unter anderem 
Bakteriorhodopsin in membrangebundener Form (Seite 306, Abschnitt VIA-3 und 
Seite 31 1 , Abschnitt VIB-5). 

D3 (von Anmeldern) beschreibt die Transglutaminase-katalysierte Kopplung von 
Proteinen an einen Trager, wobei D3 ausdrucklich alle Proteine mit Q/K Resten 
als geeignet einschlieBt (Seite 4, dritter Absatz). 
Die linkerfreie Quervernetzung ist eine inharente Eigenschaft der 
Transglutaminase-katalysierten Quervernetzung von Proteinen. Der Fachmann 
wurde ohne weiteres diese Quervernetzungstechnik auch auf 
membrangebundenes Bakteriorhodopsin anwenden, urn linkerfreie 
Quervernetzung zu erreichen. Dabei handelt der Fachmann nicht in 
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riickschauender Betrachtungsweise, sondern kennt lediglich die zu losende 
technische Aufgabe. Anspruche 1-1 1 sind deshalb offensichtlich und erfiillen die 
Anforderungen von Artikel 33(3) PCT nicht. 

4. Erf inderische Tatigkeit der Anspriiche 1 2-1 6 

Die zusatzlichen Merkmale der Anspriiche 12-16 sind entweder trivial, gewohnlich 
fur das Fachgebiet Oder liegen innerhalb der Kompetenz eines Fachmanns, der 
den im Recherchenbericht und unter angefuhrten Stand der Technik zu 
verbessern sucht. Deshalb enthalten besagte Anspruche keine erfinderische 
Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT). 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1. Anspruche 3-8 beziehen sich auf Bakteriorhodopsin-Varianten. Anspruche 
mussen ihren Gegenstand deutlich definieren. Der Fachmann vermag jedoch dem 
Begriff "Bakteriorhodopsin-Varianten" keine definierte Struktur zuzuordnen. Daher 
erfullen besagte Anspruche die Erfordernisse von Artikel 6 PCT nicht. 

2. Die formal abhangigen Anspruche 12 und 13 sind breiter als der unabhangige 
Anspruch 1 , weil als Quervernetzungspartner des Bakteriorhodopsins "Polymere, 
eine Oberflache oder/und Hilfsstoffe" definiert werden. Dies ist in keiner Weise 
limitierend, denn alles kann eine Oberflache haben (Proteine, Molekule, 
Flussigkeiten, Festkorper) und "Hilfsstoff" definiert keine strukturellen Merkmale. 
Besagte Anspruche sind deshalb unklar (Artikel 6 PCT). Sie sollten auBerdem 
nicht als abhangige Anspruche formuliert werden, weil sie nicht Regel 6.4(b) PCT 
genugen (siehe auch Punkt IV. Mangelnde Einheitlichkeit). 
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